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Abstract 



For the preparation of biologically active beta -NGF (nerve growth factor) by genetic engineering by 
expression of an appropriate DNA sequence in prokaryotes as host cells, a DNA sequence is used which is 
composed in the 5-3'-direction of sequences which code for (a) methionine as a starting amino acid, (b) 3 to 
5 amino acids of an n-terminat sequence of a protein which can be expressed in the host ceils used with a 
high expression rate, (c) 4 to 10 amino acids from the pro sequence of the beta -NGF precursor and (d) the 
1 1 8 amino acids of the mature beta -NGF which, after expression of this DNA sequence in insoluble 
aggregates of inactive beta -NGF obtained from E. coli, are converted into a soluble active form by (1 ) 
solubilisation, (2) if appropriate dialysis and/or derivatisation of the resulting beta -NGF with the oxidised 
form of a compound, whose reduced form contains sulphydryl groups and whose oxidised form is a dimer of 
the compound bonded via a disulphide bridge, to give the mixed disulphide, and (3) naturation with the aid of 
a redox system consisting of a compound in oxidised and/or reduced form, whose reduced form contains 
sulphydryl groups and whose oxidised form contains a dimer bonded via a disulphide bridge, and removing, 
if appropriate subsequently with the aid of a protease, the amino acids of the sequences (a) and/or (b) 
and/or (c) and/or up to 9 N-terminal amino acids of the sequence (d). An active beta -NGR is obtained which 
contains less than 5% of beta -NGF degradation products or beta -NGF modified by a Met radical at the N 
terminus and is preferably free of other mammalian cell proteins and can be shortened or lengthened at the 

N terminus. ^ 
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0 Verfahren zur gentechnologischen Hersteliung von biologisch aktivem beta-NGF. 

in 5'-3*-Richtung zusammengesetzt ist aus Sequenzen, die fur 

(a) Methionin als Startaminos ^^; prmin SpQuenz p , nPS Proteins , we ,ches in den verwendeten Wirtszellen 

(b) 3 his S Aminosauren einer N-termina!en bequenz e.neb 

mit einer hohen Expressionsrale expnmierbar ist, 

(c) 4 bis 10 Aminosauren aus der Pro-Sequenz des 0-NGF-Precursors und 
NGF werden durch 

(1) Solubilisicrung, a mhf mit Hpr oxidierten Form einer 
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Met-Rest am N-Terminus moditizierten tf-NGF aufweist und vorzugsweise frei ist von 
nen und N-termtnal verkurzt oder verlangeil sein kann. 



anderen Saugerzellprotei- 



Abb.1 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gentechnoiogischen Herstellung von biologisch aktivem £-NGF 
durch Expression eincr cntsprcchondcn DNA-Scquenz in Prokaryontcn als Wirtszellon, rekombinanton 
modtfizierten ^-NGF, eine DNA-Sequenz sowie einen Expressionsvektor und die Verwendung des rekom- 
binanton modifizierten £-NGF in oiner therapeutischen Zusammensctzung. 

5 Nerve Growth Factor (NGF) ist ein Multikomponenten-Protem mit einem Molekulargewicht von ungefahr 

130.000 Dalton. Es besteht aus den drei Untercinheiton a, und 7 . Seine Fahigkeit, das Wachstum von 
sensorischen Neuronen und sympathischen Neuronen zu bewirken, hegt jecoch ledigiich in der 0- 
Untereinheit Der a-Unteroinheit konnte bisher noch koine biologischc Aktivitat zugoordnet werden, wahrend 
die 7-Unteremheit zjmindest in einigen Zellspezies fur die Prozessierung des £-NGF verantwortlich ist, 

io welchcr zunachst als langer Precursor (Vorlaufer) synthetisicrt wird. Dor reifo £-NGF bosteht vormutlich aus 
118 Aminosauren. Er enthalt 3 Disulfidbrucken und ist nicht glykosyliert. Urn biobgisch aktiv zu sein, muB 
or als Dimor vorlicgon 

Nerve Growth Factor ist besonders interessant fur die Behandlung von neurologischen Krankheiten wie 
z.B. dor Alzhoimer'schon Krankhoit oder Parkinson*schen Krankheit. Es wurdc daher bereits versucht, 
is nachdem 1983 erstmals die cDNA-Sequenz beschrieben worden war (Ullrich et al., Nature Vol. 303 (1983), 
821-825), das Protein auf gentcchnologischom Woge herzustcllon. 

So wird in der EP-B 0 121 338 die DNA- und die Aminosauresecuenz von £-NGF sowie - hypothetisch 
- die Expression in E.coli boschrieben. Es wird in diescm europaischen Patent zwar ausgefuhrt, wie das 
Gen fOr £-NGF isol'ert vyurde unH wip daraus die Sequenz erhalten wurde, iedoch wird fur die direkte 
20 Expression in E.coli ledigiich angegeben, welches Expressionssystcm vorwendet wurdo. Es konnto hierbei 
jedoch kein aktives Protein erhalten werden. 

In der EP-A 0 329 175 wird die Herstellung von aktivem humanem /3-NGF untor Vorwendung eines 
Fusionsgens beschneben, in welchem dem /5-NGF-Gen eine Erkennungssequenz fur die Spaltung mit 
Thrombin vorangestellt ist. Die Fusion wird hierbei durch Thrombin nach der Expression des Fusionspro- 
25 teins gespalten. Der Nachteil dieses Verfahrens hegt u.a. in der geringen Ausbeute an biologisch aktivem jfl- 
NGF. 

In der EP-A 0 370 171 wird ein Verfahren zur Herstellung von aktivem /3-NGF unter Verwendung eines 
Bakulovirus-Expressionssystems beschrieben. Dabei werden virusinfizierte Insektenzellen zur Expression 
verwendet. Die Kultivierung derartiger Zellen ist jedoch sehr aufwendig, wobe. auch noch nicht deren 
30 Verwendbarkeit als wirtschaftlich interessante Produktionszellen gezeigt werden konnte. 

In Biochem.Biophys. Research Commun. 171 (1990) 116-122 und EP-A 0 414 151 wird die Herstellung 
von aktivem /2-NGF aus Eukaryonten beschrieben. Die Expression von rekombinanten Proteinen in eukary- 
ontischer. Zellen ist jedoch aufwendig und teuer. 

In Gene 70 (1988), S. 57-65 wird die Expression von murtnem £-NGF in E.coli beschrieben. Die 
35 Ausbeute an biologisch aktivem £-NGF war jedoch sehr gering. 

In der EP-A 0 450 386 wird ein Verfahren zur Herstellung von 0-NGF aus E.ccli beschrieben. Das dabei 
erha tene Produkt ist jedoch ein Gemisch aus £-NGF der naturlichen Sequenz und /9-NGF mit einem N- 
terminalen Methioninrest im Verhaltnis von ca. 85:15. 

In Gene 83 (1989), S. 65-74 wird die Expression von humanem £-NGF in Hefe beschrieben. Auch hier 
40 ist die Expression nur gering, sowie die Aktivitat des erhaltenen £-NGF nur sehr schwach. 

Aufgabe der Erfindung war es daher, ein Verfahren bereitzustellen, welches die kostengunstige und 
einfache Herstellung von aktivem humanem /3-NGF in Prokarycnten, 'nsbes3 n dere in E.coli ermoglicht, 
wobei eine hone Expressionsrate und nach Naturierung ein Protein mit gleicher Aktivitat wie ein aus 
naturiichen Quellen isolierter /i-NGF erzielt werden sollte. 
4t Gelcst wird die Aufyabe erfmdungsgemaB durch ein Verfahren zur gentechnoiogiscben Herstellung vu'i 

biologisch aktivem /-'-NGF (Norvo Growth Factor £f-subumt) durch F<pression n>ner entsprechenden DNA- 
Sequenz in Prokaryonten als Wirtszellen, bei dem man eine DNA-Sequenz verwendet, welche in 5'-3'- 
Richtung zusammengesetzt ist aus Sequenzen, die fur 
(a) Methionin als Startaminosaure, 
so (b) 3 bis 5 Aminosauren einer N-terminalen Sequenz eines P-oteins, welches in den verwendeten 
W:rtszel!t'n mit einer hohen Expressionsrate exprimierbar ist. 
(r.) 4 his 10 Aminosauren aus der Pro-Sequenz des /i-NGF-Precursnrs und 



EP 0 544 293 A2 



(3) Naturterung mit Hilfe eines Redosystems, bestehend aus einer Verbindung in oxidierter oder/und 
rcduzierter Form, deren rcduziorto Form Sulfhydrylgruppcn aufwoist und doren oxidicrtc Form ein uber 
eine DisulfidbrLicke verbundenes Dinner ist. 
in oine Idslicho aktivo Form uberfuhrt und gcgobonenfalls anschlieBond mit Hilfc cmcr Protease dio 
5 Aminosauren der Sequenz (a) und/oder (b) und/oder (c) abspaltet. 

Mit Hilfe dos erfindungsgemaBen Vorfahrons wird cs crmcglicht, y3-NGF in hohen Ausbeuten in 
Prokaryonten herzustelten. In Prokaryonten fa I it das Protein zunachst in Form von unloshchen Aggregates 
sogenannten Inclusion Bodies (IBs) an und wird dann erst in die Idsl che aktive Form uborgefuhrt. Auf diese 
Weise wird zunachst ein biologisch aktiver £-NGF, der eine zusatzlicbe N-terminale Aminosauresequenz 
10 cnthalt, erhatten (N-terminal verlangerter 0-NGF), dor ebcnfalls Gcgenstand der vorliegenden Erfindung ist. 
Nach Abspaitung der vor den Aminosauren der reifen j3-NGF-Kette liegenden zusatzlich vorhandenen 
Aminosauren mit Hilfe einer Protease kann dann auch cin zu roifem humancm 0-NGF identisches Protein 
erhalten werden. Da humaner /9-NGF merit glykosyliert ist, fuhrt die Herstellung in Prokaryonten hier zu 
keinen Unterschieden zum naturlichen Produkt. Uberraschenderweise hat sich gezcigt, daB bis zu 9 der 
75 ersten N-terminalen Aminosauren abgespalten werden konnen, ohne daB die Aktivitat von /i-NGF verforen 
geht. Ein derartig N-termina! verkurzter £-NGF sowie das Verfahren zu seiner Herstellung sind ebenfalls 
Gegenstand der Erfindung. 

Die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendete DNA-Sequenz entspricht der von Ullrich et al., Nature 
303 (1983), 821-825 beschriebenen. Hierzu kann entweder in ublicher Weise die cDNA hergestellt werden. 
20 Auch eine Synthese einer DNA-Sequenz, bestehend aus den Exons des naturlichen Gens ware mcglich. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden fur den Erhalt einer hohen Ausbeute an Protein der DNA- 
Sequenz von £-NGF das Kodon fur die Startaminosaure Methioninsauro sowie Kodons fur Aminosauren 
vorangesteilt, von denen bekannt ist, daB 3-5 Aminosauren einer N-terminalen Sequenz eines Proteins 
entsprechen, welches in dem verwendeten Wirtsstamm gut expnmiert wird. Dies ist bei Verwendung 
25 insbesondere von E.coli-Stammen, vorzugsweise eine DNA-Sequenz, welche fur die Aminosauren der N- 
terminalen Sequenz Ser-Tyr-Gln-Val-lle (SEQ ID NO 4) von tPA (Tissue Plasminogen Activator) codieren. 
Insbesondere sind dies Kodons, welche fur die Aminosauren Ser-Tyr-GIn (SEQ ID NO 3) codieren. 

Es wurde weiterhin festgestellt, daB bei Verwendung wenigstens einiger Aminosauren aus der Pro- 
Sequenz des jS-NGF-Precursors ebenfalls die Expressionsrate positiv oeeinfluBt wird Vorzugsweise werden 
30 hierzu in die DNA-Sequenz Kodons eingefuhrt, die fur Aminosauren codieren, welche sich im Precursor 
direkt vor der Aminosauresequenz des reifen 0-NGF befinden. Insbesondere werden Kodons verwendet, die 
fur die letzten 7 Aminosauren der Pro-Sequenz (Arg-Thr-His-Arg-Ser-Lys-A*-g) (SEQ ID NO 2) codieren. 

In emer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die Expression in E.coli als Wirtszellen und 
insbesondere im Stamm E.coli C600* (DSM 5443) durchgefuhrt. 
35 Die zur Expression einer DNA-Sequenz notigen Faktoren sind dem Fachmann bekannt, hierzu gehoren 
u.a. ein Promotor, ribosomale Bindungsstellen etc., welche auf den ublichen, fur die Expression verwende- 
ten Vektoren vorhanden sind, Im erfindungsgemaBen Verfahren ist es jedoch bevorzugt, einen mduzierbaren 
Promotor zu verwenden und die Induktion dieses Promoters in der logarithmischen Wachstumsphase 
durchzufuhren. Hierdurch wird es ermoglicht, eine besonders hohe Proteinausbeute zu erhalten, da nicht 
40 bereits m einer fruheren Wachstumsphase die Expression des Fremdproteins zu einem Absterben der 
Wirtszellen fuhrt. Beispiele fijr solche incuzierbaren Promotoren sind der tac-Promctor, der ourch Zugabe 
ven IPTG induzierbar ist. der trp-Promotor oder der \P L -Promotor. 

Die Solubilisteruny, Derivatisierung sowie Naturieruny - zusamrren auch Renaturierung genannt - von 
Proteinen. welche nach Expression in E.coli in Form von Inclusion Rnlios anfallnn, ist an sich bekannt und 
15 z.B. ; n der EP-A 0 219 874 beschrieben. 

Die Soluhilisierung - sie fuhrt zu inak*vem, loslichem Prntem - er'olgt mit Hilfe eines Denaturierungsmit- 
te!s, vorzugsweise Guanidiniumhydrochlcrid oder Harnstoff, wobei eine Konzentration des Denaturierungs- 
mittels von 4 bis 6 moM (Guanidiniumhydrochlond) und 5 bis 8 moll (Harnstoff) zu guten Ergebnissen fuhrt. 
Nach einer eventuellen Dialyse (diese ist nicht unbedingt notiy, iedoch wird sie vorzugsweise durchge- 
r>o fjhrt) kann dann gegebenenfalls eine Derivatisierung des Proteins zum gewiinschten Disulfid erfolgen. In 
ener bevo r zugten Ausfuhrungsform wird im erfindungsgemaBen Verfahren die Derivatisierung mit GSSG, 
Cystarrvn oder Cysttn durchgefuhrt. Vorzugsweise werden 1 » 5 so Vnrbindungop dnm Inkubationsansatz \r 

M •• ;• • vrifi bis ^'l 75 I I JU'.J ; .'' >/t> -r 
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Salz und oder Arginin {analog EP-A 0 219 874) durchgefuhrt. Bevorzugt wird dabei im pH-Bereich zwischen 
8 und 10 gearbeitet. 

Die Naturierung. welche die solubilisierten bzw. derivatisierten Proteine in die letztendlich aktive losliche 
Form uberfuhrt, wird erfindungsgemaB vorzugsweise mit oxidiertem Glutathion (GSSG) und/oder GSH, 
5 Cystin und/oder Cystein, Cystamin und/oder Cysteamin durchgefuhrt. Wurde keine Denvatisierung durchge- 
fuhrt, ist es im erfindungsgemaBen Verfahren besonders bevorzugt, mit Cystamin, GSSG oder Cystin bzw. 
den Redoxsystemen Cystamin/Cysteamin, GSH/GSSG oder Cystin/Cystein zu naturieren. Wurde jedoch das 
Protein in die gemischten Disulfide uberfuhrt, also derivatisiert, wird vorzugsweise nur mit reduzierten 
Verbindungen naturiert. Die hierbei vorteilhaften Konzentrationen und weiteren Reaktionsbedingungen kon- 
w nen teicht durch Orientierungsversuche festgesteltt werden. 

Besonders bevorzugt wird eine Pulsrenaturierung gemaS EP-A 0 241 022 durchgefuhrt. 
Die Temperatur sollte bei der gesamten Renaturierung zweckmafiig zwischen 0 und 30 °C im Reak- 
tionsansatz liegen. Bei der Naturierung ist es jedoch bevorzugt, eine Temperatur von 2 bis 10 *C 
etnzuhatten, da die Ausbeute an aktivem ^-NGF mit abnehmender Temperatur zunimmt. Vorzugsweise wird 
/5 2 bis 60 Stunden naturiert. Eine verlangerte Naturierung fuhrt zu einer hoheren Ausbeute an bioiogisch 
aktivem Protein 

Urn aus dem nach dem bisherigen Vorgehen erhaltenen modifizierten (N-terminal verlangerten) rekom- 
binanten £-NCr die dem naturJichen /3-NGF eutspiechenut? Fuun zu emaiien, werden erfindungsgemaB die 
Sequenzen (a), (b) und (c) mit Trypsin, Endoproteinase Arg C oder einer Protease homologer Spezifitat 
20 abgespalten. Die Aminosaure Methionin (Sequenz a) wird bereits durch E. coli eigene Proteasen abgespal- 

ten. 

Um rekombinanten 0-NGF zu erhalten, der urn bis zu 9 Aminosauren N-terminal verkurzt ist, wird 
vorzugsweise Trypsin oder eine Protease mit Trypsin-ahnlicher Spezifitat zugesetzt. 

Mit Hiife des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es moglich. rekombinanten bioiogisch aktiven £-NGF 

25 horzustellen, dor gleiche Aktivitaten aufweist wie natiirlicher humaner ,3-NGF, um die Sequenz (a), (b) und 
(c) verlangert oder um bis zu 9 Aminosauren N-terminal verkurzt ist. Ein wesentlicher Vorteii des 
erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, dafi reproduzierbar einheitliche Proteine und nicht wie 
beispielsweise in EP-A 0 450 386 beschrieben Proteingemische (aus /5-NGF mit und ohne N-terminalen 
Methioninrest) erhalten werden. Bei Verwendung von Endoproteinase Arg C oder der Protease Kex2 (PNAS 

30 86 (1989) 1434-1438; Biochemistry 40 (1991) 367-372) zur Spaltung wird rekombinanter tf-NGF der 
natUrltchen Sequenz erhalten, welcher leicht (z.B. uber eine Mono-S-Saule) zu isolteren ist und dann 5% 
und weniger an Verunreinigungen durch modifizierten £-NGF oder £-NGF-Spaltprodukte enthalt. Vorzugs- 
weise enthalt der rekombinante #-NGF 2% und weniger an diesen Verunreinigungen. Bei Verwendung der 
Protease Kex2 kann £-NGF zusatzlich vollig frei von anderen Saugerzellproteinen erhalten werden. Die 

35 Proteasenspaltung kann vor oder nach der Reinigung des naturierten Produkts erfolgen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist somit ein rekombinant hergestellter, isolierter 0-NGF der 
natiirlichen Sequenz, welcher 5% und weniger, vorzugsweise 2% und weniger, an Verunreinigungen durch 
modifizierten £-NGF oder ^-NGF-Spaltprodukten enthalt und vorzugsweise frei von anderen Saugerzellpro- 
teinen ist. 

40 Das Protein wird erfindungsgemaB in hohen Ausbeuten erhalten und weist eine hohe Aktivitat auf. Durch 
die erfindungsgemaBe Verfahrensfuhrung, bei der die nach Expression erhaltenen unloslichen Aggregate 
zuerst renaturiert werden und dann erst eine Abspaltung der Sequenzen (a), (b) und (c) erfolgt, wird 
gewahrleistet, daO bereits vor der Abspaltung die richtige F : altung und auch die fur die biologische Aktivitat 
notiyo Dimerisierung dos Proteins stattgefunden hat Dadurch sind Proteasespaltungsstellen z.B. fur Trypsin 

45 inr.erhalb des Proteins nicht mehr zuganglich und eine Abspaltung lediglich der Sequenzen (a), (b) und (c) 
und gcgcbcncnfalis von bis zu 9 Aminosauren dos N-Torminus kann durchgefuhrt warden. 

Die Dimerisierung zum naturlich wirksamen akt ven Protein erfolgt wahrend der Renatunerung. Bei der 
Erkcnnung durch Antikorper untcrscheidot sich weder das N-tcrminal verlangcrto oder vorkurztc rekombi- 
nante £-NGF noch das nach Abspaltung der Pro-Sequenz erhaltene Molekul von naturlichem 2.5 S-NGF 

50 aus Maus. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein rekembinanter N-terminal veriangerter 6-NGf". der 
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Precursor vor der reifen Aminosauresequenz, insbesondere die letzten 7. Die Aminosauresequenz des 
besonders bevorzugten modifizierten 0-NGF ist in Fig. 2 gezeigt 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine DNA-Sequenz, welche fur den erfindungsgemaBen 
rek imbinanten N-terminal verlangerten /i-NGF codiert, sowie ein Expressionsvektor, der die erfindungsge- 
rnaBe DNA-Sequer.z enthalt. Fur die erfindungsgemaGen Expressionsvektoren sind hierbei dem Fachmann 
bekannte Vektcren geeignet, wie z.B. Plasmide. Ein solcher Expressionsvektor enthalt alle fur die Expres- 
sion in bestimmten Wirtso r ganismen notigen Elemente wie Promotoren, ribosomale Bindungsstellen, 
Terminationssequenzen etc.. 

ErfindungsgemaB ist es bevorzugt, daB der Expressionsvektor einen mduzierbaren Promotor enthalt. 

Ein soicher erfin JungsgemaBer Expressionsvektor ist beispielswetse das Plasmtd pNGF1, welches 
schematisch in Fig, 1 dargestellt ist. 

N-terminal verlangerter und verkurzter £-NGF zeigen wie naturlicher #-NGF eine Wirkung auf Neuro- 
nen. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb ihre Verwendung in einem Arzneimittel, ebenso wie 
die Verwendung des erfindungsgemaBen, rekombinant hergesteliten ;3-NGF zu diesem Zweck. 

Wiederum ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch eine the^apeutische Zusammensetzung, 
enthaltend neben ublichen Trager- und Hilfsstoffen einen erfindungsgemaBen rekombinant hergesteliten, 
rekombinanten N-terminal verlangerten oder verkurzten £-NGF als aktiven Inhaltsstoff. 

Die in der voriiegenden Anmeidung genannten Piasmide und ivlikruuryanismen bind bui der Deuischen 
Sammfung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Maschorodor Weg 1b, D-3300 Braun- 
schweig, unter den folgenden Hinterlegungsnummern hinterlegt: 
E.coli C 600+ DSM 5443 

pUBS 520 in E.coli C 600+ DSM 6786 

pNGF1/pUBS 520 in E.coli C 600+ DSM 6785. 

Die folgenden Beispiefe erlautern in Verbindung mit den Abbildungen und Sequenzprotokollen die 
Erfindung weiter. 

Abb. 1 zeigt hierbei das erfindungsgemaBe Plasmid pNGF1 in schematisierter Form. 

Abb. 2 zoigt die Primarstruktur des auf der DNA-Ebene codierten erfindungsgomaBen 

rekombinanten £-NGF mit den Sequenzen b (Ser-Tyr-GIn (SEQ ID NO 3)) und c 

(Arg-Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg (SEQ ID NO 2)). 
Abb. 3 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von der Guanidiniumhydro- 

chloridkonzentration in der Renaturierungslosung. 

Die Renaturierung erfolgte durch eine 1/100 Verdunnung eines dialysierten 
Solubilisats mit 20 mg IB/ml in 0,7 mol/l Argtnin, 1.0 mol/l Harnstoff, 0,1 mol/l 
Tris, 2 mmol/l EDTA, 5 mmol/i Cysteamin, 1 mmol/l Cystamin, pH 8,7, 4*C, mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an Guanidiniumhydrochlond. 

Abb. 4 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von der Proteinkonzontration 

in der Renaturierungslosung. 

Die Renaturierung erfolgte durch eine 1/12,5 bis 1/1000-Verdunnung eines 
dialysierten Solubilisats mit 50 mg IB/ml in 0,7 mol/l Arginin, 2,0 mol/l Harnstoff. 
0,1 mol'l Tris, 2 mmol/l EDTA, 5 mmol/l Cysteamin, 1 mmol/l Cystamin, pH 8,7. 
Guanidiniumhydrochlond wurde in der Renaturierungslosung vor Zugabe des 
Solubilisats so aufgestockt, daB nach Zugabe des Solubilisats alle Losu^gen 
0,48 mol.'l Guanidiniumhydrochlond enthalten 

Aoo.5 zeiyt die Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute vom pH-Wert der Renaturie- 

rungslosung. 

Die Renaturierung erfolgte durch 1/200-Vcrdunnung eines dialysierten Solubili- 
sats mit 50 mg IB/ml in 0.7 mol'l Arginin, 2 mol/l Harnstoff, 0,1 mo! I Tris, 2 
mmol i EDTA, 5 mmol/l Cysteamin, 1 mmol I Cystamin, pH 8,0 - 10,5, 4 S C. 

Abb. 6 zoigt ein UV-Spektrum von rekombinantem modifiziertem (N-termral verlanger- 

tom) ^-NGF in 50 mmol I Tris HCI, 1 mmol l EDTA, pH 7,5. 

Ado. 7 zo:gt ei.no Comassie-Blue Farbung er.es SDS-Gels von rekombinantem o'-NGI 



■Aht- «».:) 
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75 



nase Arg C {Abb. 9b). 

SEQ ID NO 1 zeigt die Aminosauresequenz des rekombmanten £-NGF m\\ den N-terminalen 

Sequenzen SEQ ID NO 2 und 3. 
SEQ ID NO 2 ..eigt eiren Teil der Prosequenz des /i-NGF Precursors 

SEQ ID NO 3 zeigt eiren Teil der N-terminalen Aminosauresequenz von tPA. 

SEQ ID NO 4 -eigt eiren Teil der N-terminalen Aminosauresequenz von tPA 

SEQ ID NO 5 und 6 zeigen Oligonukleotidc zur Konstruktion von pNGFi 
SEQ ID NO 7 zeigt die N-terminale Aminosauresequenz von rec. NGF 

SEQ ID NO 8 bis 10 zcigcn die N-terminalc Aminosauresequenz verschiedener N-termina! vcrkurzter 
^-NGF-Derivate. 

Beispiel 1 

Expression von rekombinantem £-NGF (rec £-NGF, ^-NGF-Minifusion) in E.coli 
a) Konstruktion des Expressionsptasmids 



Zur riersieiiuny deb Expressionspiasmids wurden 3 AnbkUe iiyieii. AiibaU A bieiil dctb eiwd 4,6 ku 
grofie EcoRI/BamHI-Fragment des Plasmides pBTad dar. Das Plasmtd pBTad wurde dazu mit den betden 

20 Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI behandelt. Der Restriktionsansatz wurde auf einem Agarose-Gel 
aufgetrennt Das Fragment mit der GroBe von etwa 4,6 kb wurde ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel 
eluiert. Ansatz B wurde durch Restriktion des Plasmids pUC18-NGF (British Biotechnology, Code BBG26) 
hergestellt. Zur Restriktion wurden die beiden Enzyme BspMI und BamHI eingesetzt. Der Restriktionsansatz 
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und ein BspMI/BamHI-Fragment von 370 bp praparativ gewonnen. 

25 Ansatz C entstand durch das Annealing von zwei synthetisch hergestellten Oligonukleotiden mit 
folgender Soquenz: 

Oligonukleotid 1 5'-AATTCTTATGTCTTACCAAAGAACTCACCGTAGCAAGCGC-3^ (SEQ ID NO. 5) 
Oligonukleotid 2* 5'-ATGAGCGCTTGCTACGGTGAGTTCTTTGGTAAGACATAAG-3' (SEQ ID NO 6) 
In der Annealing-Reaktion wurden je 2 ug Oligonukleotide pro 10 ug eingesetzt; die Oligonukleotide wurden 

30 fur 10 Minuten bei 68 C C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

Die 3 Ansatze wurden nach bekannten Methoden ligiert und in E.coli C600 + (DSM 5443) zusammen mit 
dem Plasmid pUBS520 (beschrieben in Brinkmann et al., 1989, Gene 85, 109-114) transformiert. Durch 
Selektion auf Arnpicillin una Kanamycin konnten die gewunschten Klone gefunden werden. Das erhaltene 
Plasmtd pNGF1 <st in Figur 1 beschrieben und unterscheidet sich vom Ausgangsplasmid pBTad u.a. 

35 dadurch, dafi es eine zweite Scal-Schnittstelle enthalt. Die Aminosauresequenz des codierten Proteins ist m 
Abb. 2 gezeigt. 



b) Expressionsstudien 



40 Einer der erhaltenen Klone wurde tm Hinblick auf Expression der £-NGF-rv1mifusion untersucht. Dazu 

wurden die Zellon bo! 37 " C bis zu cincr optischen Dichto von 0,4 (gemossen boi 550 nm) wachson 
gelassen. Die Expression des /S-NGF-Fusionsproteins wurde durch die Zugabe von 5 mmol/l IPTG induziert. 
Die Zollen wurden fur woitcro 4 Stundon inkubiort und anschlicflcnd durch Zontrifugation konzontricrt. Die 
Inclusion Bodies wurden nach bekannten Methoden (siehe Beispiel 2) prapar ier t und auf einem 15 % SDS- 

4f, Polyacrylamidgel analystert Auf riieso Weise konnte oino Fxpress'cnsstarke ven mindestens 20 °-o bezogen 
auf das Gesamtprotein festgestellt werden. 



Beispiel 2 



ho Preparation vom Inclusion Bodies (- IBs) 
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durchgefuhrt. Zur AufschluBlosung wurde DNase ad 0,1 my ml und MgSO* ad 2 mmol/l zugegeben und die 
Losung 30 Minuten bei 20 ° C inkubiert. Nach der DNase-Behandlung wurde die Losung mit demselben 
Volumon 0,1 moil Tris/HCI, 6 % Triton-X-100, 1,5 mol/l NaCI. 60 mmol/l EDTA, pH 7,0 vordunnt und 20 
Minuten tm Eisbad inkubiert. Unlosliche Bestandteile (IBs) wurden anschlieBend durch Zentrifugation 
5 abgctronnt. Dor Niederschlag wurde in 1 I 0,5 moll Guanidinium HCI (GdmCI), 20 mmoM EDTA, pH 4.5 
suspendiert,, Nach 20 Minuten Inkubation bei 20 9 C wurden die IBs durch erneute Zentrifugation geerntet. 
Die folgende Resuspension des Niederschlags erfolgte in 1,5 I 0,1 mol/l Tris/HCI. 20 mmol/l EDTA, pH 6,5 
Nach 30 Minuten Inkubation bei 20 * C wurden die IBs durch eine weitere Zentrifugation irn Niederschlag 
erhalten. 

70 Zur Bestimmung des Anteils an j6-NGF in den IBs wurden 500 mg IBs (NaBgewicht) mit einer Losung 
aus 6 mcl/l GdmCI. 0,1 mol/I Trts/HCI, 0,1 mol/l DTE, 5 mmcl/l EDTA, pH 8,5 auf 10 ml aufgefullt und 1 
Stunde suspendiert. Der Proteingehalt der Losung wurde mittels Proteinbestimmung nach Bradford 
(Bradford, M M., Anal.Biochem. 1976, 72, 248) mit BSA als Eichprotem bestimmt. Der Anteil von /S-NGF am 
Gcsamtprotein in den gelosten IBs wurde nach Auftrennung der Protcine mittots SDS-Gelelektrophorese 

75 durch densitometrische Vermessung der Probenbahn ermittelt. Die in den aus 10 ) Fermentationsbruhe 
isolierten IBs enthiolten 6,0 g £-NGF. 

Beispiet 3 



?o Solubilisierung und Derivatisierung von rec. 0-NGF 

a) Hersteliung von Solubilisat: 

IBs wurden in einer Losung aus 6 mol/l Gdmcl, 0,1 mol/l DTE, 5 mmol/l EDTA, 0,1 mol/l Tris/HCI. pH 
25 8,5 zu einer Konzentration von 5 bis 50 g IB/1 I suspendiort und 1 Stunde bet 25 *C geruhrt. 

Teilweise wurde unmittelbar das so erzeugte Solubilisat fur die anschlieBende Natutierung verwendet. 

b) Hersteliung von dialysiertem Solubilisat: 

30 Alternativ wurde der pH-Wert des Solubilisats mit HCI (25 %) auf pH 3 eingestellt und die saure Losung 
mehrfach gegen 6 mol/l GdmCI, 5 mmol/l EDTA, pH 3 dialysiert. Dieses Dialysat wurde sowohl zur 
Renaturierung als auch zur anschlieBenden Derivatisierung verwendet. 

c) Hersteliung von Derivaten: 

35 

Zur Hersteliung der Dcrivate (gomischtc Disulfide) wurde der pH-Wert des dialysiorten Solubilisats 
durch Zugabe von 5 N NaOH auf pH 8,5 gestellt. AnschlieBend wurde mit 1 Volumen einer Losung aus 6 
mol/l GdmC!, 0,2 mol/l Tris HCI, 5 mmol/l EDTA pH 8,5 vordunnt und oxidicrtcs Glutathion (GSSG), 
Cystamin oder Cystin in fester Form bis zu einer Konzentration von 75 mmol/l zugegeben und 1 Stunde bei 
40 20 • C inkubiert Im Falle von Cystin erfolgte die Inkubation bei pH 9.5 anstelle von pH 8,5. AnschlieBend 
wurde der pH-Wert der Losung mit 25 % HCI auf pH 3 eingestellt und mehrmats gegen 6 mol/l GdmCI, 1 
mmoll EDTA, pH 3,0 dialysiert. 

Beisptel 4 



Naturierung von rec. /3-NGF 

Zur Darstellung ven bioiogisch aktivem jS-NGF aus den in Beispiel 3 hergestellten Solubihsaten und 
Derivaten wurden die A S-NGF in inaktivcr, loslichor Form onthaltcnden Losungon 12,5- bis 1000-fach in 

::0 unterschiedliche Renaturierungspuffer verdunnt. Zur Ermittlung der optimalen Renaturierungsbedingungen 
wurden die Proteinkenzmt'at'on, dor nH-Wert, die Temperatur sowin die Knrventratbn a n Argtnin. Tris HOI 
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15, Betspiel C), sowie ein Sandwich-Enzym-lmmunoassay (^-NGF-ELISA> verwendet. 

Fur den DRG-Test wurden die Renaturierungslosungen nach 24 Stunden Inkubationszeit gegen 50 
mmol I Tris/HCI pH 7,5 dialysiert und anschlicBond durch Zcntrifugation goklart. In den Uberstandon wurden 
je 100 ul pur cder nach Verdunnung mtt Medium (F14-Mediunn; Coon. M.G. und WeiB, M.G., 1969, 
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 62, 852-859) in 24-woll (Vcrticfung) Zellkulturplatten (Fa. Costar) mit 750 ul 
Medium und 150 ul Zellsuspension der dissoziierten Ganglien gemischt und 48 Stunden bei 37 *C 
inkubiert. Als Mafi fur die biologische Aktivitat wurde die Anzahl der Zellen mit ausgebildeten Dendriten 
quantifiziert. Als Referenz wurde eine Losung bekannter Konzentration von 2,5 S-NGF aus Submaxillaris- 
Drusen der Maus (Fa. Boehringer Mannheim) verwendet. 

Fur den £-NGF-ELISA wurden fur den Vergleich der Ergebnisse mit dem DRG-Test ebenfalls gegen 50 
mmol I Tns/HCI pH 7,5 dialysierte Renaturierungslosungen verwendet. Ansonsten wurden die Renaturie- 
rungslosungen umittelbar nach Klarung mittels Zentrifugation eingesetzt. 

Zum Nachweis von renaturiertem /3-NGF mittels ELISA wurde eine 96-well Mikrotiterplatte (Fa. Nunc- 
Immuno; Typ Maxisorp F96) mit einem monoklonalen Antikcrper gegen Maus 2,5 S NGF (Fa. Boehringer 
Mannheim GmbH) beschichtet, indem pro well mit 0,1 ml Antikorperlosung aus 0,3 ug Antikorper/ml 50 
mmol/l Na 2 C0 3 , 0,1 % Na-azid, pH 9,6 fUr 16 Stunden bei 4*C inkubiert wurdo, Nach drcimaligcm 
Waschen mit 0,2 ml 50 mmol/l Tris/HCI, 0,2 mol/l NaCI, 10 mmol/l CaCI 2 , 0,2 % Triton X-100, 0,1 % Na- 

d^iu, pH 7,0 pru wuii wurden j« 100 Ui p-NGF-enihauunde Rendiur 'iefunySiOSUnyeM 50'vvie d6f'en Veiuunriun- 

gen in Waschpuffer mit zusatzlich 1 % BSA gefullt. Zum Vergleich mit dem Zelltest wurden die 
entsprechenden dialysierten und zentrifugierten Losungen verwendet, ansonsten wurden die Renaturie- 
rungslosungen unmittelbar nach Klarung mittels Zentrifugation eingesetzt. Als Referenz wurde eine Verdun- 
nungsreihe von 2,5 S-NGF aus Submaxillaris-Drusen der Maus (Fa. Boehringer Mannheim) im Konzentra- 
tionsbereich 0,1 ug/ml bis 20 pg/mi je Platte mitgefuhrt. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37 *C wurde die 
Losung durch dreimaliges Waschen entfernt. AnschlieBend wurde in jedes well 0,1 ml einer Losung von 0- 
Galactosidase-konjugterten monoklonalen Antikorper gegen Maus 2,5 S NGF (Fa. Boehringer Mannheim; 
0,4 U'ml in Waschpuffer mit 1 % BSA) gegeben und 4 Stunden bei 37 e C inkubiert. 

Nach einem erneuten Waschzyklus wurde jedes well mit 0,2 ml oiner Losung von 40 mg 
Chlorphenolrot-j8-D-galactopyranosid in 20 ml 100 mmol/l Hepes, 150 mmol/l NaCI, 2 mmol/l MgCl2 ; 0,1 % 
Na-azid, 1 % BSA pH 7 gefullt. Je nach Farbentwicktung wurde nach 10 bis 60 Minuten die Absorption der 
Proben mit einem ELISA-Reader (z.B. Typ EAR 400 AT von Fa. SLT-Labinstruments, Austria) gemessen. 
Die £-NGF-Konzentration in Renaturierungslosungen wurde anhand der Eichkurve mit 2,5 S NGF aus Maus 
berechnet. 

Sofern nicht anders vermerkt. wurden die Renaturierungslosungen nach einer Inkubationszeit von 24 
Stunden anaiysiert 
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Tabelle 1 

Korrelaticn von DRG-Test und Q-NGF-ELISA bei der Bestimmung 
der Rer.aturierungsausbeute von 3 -NGF-GSSG- Deri vat (c= 15 mg 
IB/mlj in Abhancigxeit von den Renaturierungsbedingungen 

Alle P-jffer enthielten 0,1 mol/1 Tris/HCl, 1 mmol/1 EDTA , 
pH 8,0 bei 20°C. 

Zusatze und Anderungen smd in der Tabelle auf gef iihrt . 



30 



35 
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Tabelle 2 

Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von der Temperatur 
bei der Renaturierung 

Die Renaturierung erfolgt durch 100-fache Verdunnung von 
gegen 6 mol/1 GdmCl, 2 mmol/1 EDTA , pH 3 dialysiertem Solubi- 
lisat mit 50 mg IB/ml in 0,7 mol/1 Arg, 2,0 mol/1 Harn- 
stoff, 0,1 mol/1 Tris, 2 mmol/1 EDTA, 5 mmol/1 Cysteamin, 1 
mmol/1 Cystamin. Renaturierter 6-NGF wurde mittels ELISA 
bestimmt . 



Temperatur Renaturierungszeit 6-NGF 

(h) [mg/1] 



4°C io 0,8 

4°C 24 1,4 

4°C 48 2,6 



20°C 10 0,17 

20°C 24 0,4 

20°C 4B 0,4 



Tabelle 3 

Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von Solubilisaten und 

Derivaten vom Redox-System in der Renatur ierungs losung 

Derivate und Solubiiisate vor und nach Dialyce mit einer 
Proteinkonzentration von 5 mg/ml wurden 1/100 in 0,5 mol/1 
Arg, 0,1 mcl/i Tris/HCl, 1 mmol/1 EDTA , pH 8,5 verdiinnt, 
worm unter schiedliche Redox-Komponenten enthalten waren. 
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Die Ausbeuten wurden mit dem G-NGF-ELISA bestimmt und wurden 
auf den Ansatz nit maximaler Ausbeute normiert. 

5 

Denaturiertes 6-NGF Redox-Komponeten rel. Ausbeute 

(%) 

io _______ ■ 

GSSG-Derivat 0,5 mmol/1 GSH 61 

GSSG-Derivat 0,5 mmol/1 Cysteamin 63 

GSSG-Derivat 0,5 mmol/1 Cystein 51 

15 ■ ~ — ■ 

Cysteamin-Derivat 0,5 mmol/1 GSH 28 

Cysteamin-Der ivat 0,5 mmol/1 Cysteamin 4 1 

Cysteamin-Derivat 0,5 mmol/1 Cystein 35 
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Bcispicl 5 

Pulsronaturioajng von rcc. tf-NGF 

<n ?0 rj IR-Matoral wurdo r 400 ml 6 rmr! I GdmCi, 0.1 mol l Tris HCI, 0.1 nnl I DTF. ? mmol ! FDTA pH 

8,5 yoloyt und 1 h uui 20 c C ■ r.kubiurt. Arischli t_Bund wjrJo der pH-Wert 'Jo- Losing au' pH 3 '^A 25 3 o HCI 
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Tabelle 4 



Mit ELISA bestimmte p-NGF-Kcnzentration inn Renaturierungsansatz nach Zugabe 


unterschicdlicher Volumina an dialysiortem Solubilisat 


Pulsanzahl 


Zugegobenos Solubilisat 


£-NGF-Konz. (mg.'l) 


1 


100 ml 


3,5 


2 


200 ml 


5,3 


4 


400 ml 


8,5 



Boispiel 6 



75 Reinigung von biologisch aktivem rec. £-NGF aus der Renaturierungslosung 

Zu der in Beispie! 5 hergestellten Renaturierungslosung wurde testes Ammoniumsulfat portionsweise 
ui5 zu Oinor Sattiyung von 20 % Zuyoyobon und 1 n auf Ei 3 gsruhrt. Dor pH Wort dor Lcsung wurdo 
anschlieftend mit 25 %iger HCI auf PH 3 eingestellt. Nach 30 Minuten Inkubation wurde mit 7 N NaOH auf 

20 pH 8 titriert. Trubungen wurden entwcdor durch Zentrifugation (1 h mit 20 000 g boi 4°C) odor Filtration 
durch eine geeignete Membran mit geringer Proteinadsorptton (z.B. Evaflux 4 A Hohlfaserpatrone der Fa. 
Kuraray Co. Ltd., Japan) entfernt. Die klare 0-NGF enthaltende Losung wurde dann auf eine TSK-Butyl- 
Saule (Fa. Pharmacia) aufgetragen, die vorher mit 50 mmol/l Tris/HCi, 1 mmol/l EDTA, 20 % Sattigung an 
(NFL )2S0 4 , pH 7,5 aquiiibriert wurde. Nach Beendigung des Probenauftrags wurde mit 50 mmol/l Trts/HCI, 

2b 1 mmol/l EDTA pH 7,5 bis zum Erreichen der Schreibergrundlinie gespult. Die Elution erfolgte mit 50 % 
Ethylenglykol in 50 mmoM Na-Acetat, 1 mmol/l EDTA, pH 4,5. Eluierende Fraktionen wurden mit dem 
ELISA (s. Boispiel 4) auf den Gohalt an £-NGF getestot. /3-NGF enthaltende Fraktionen wurden vereint und 
auf eine Sephacryl S200-Saule (Fa. Pharmacia, Schweden) aufgetragen, die mit 0,5 mol/I NaCI, 50 mmol/l 
Na-Phosphat 10 % Glycerin, 1 mmol/l EDTA, pH 6,0 aquiiibriert war. Die Saule wurde mit demselben 

30 Puffer eluiert. 

0-NGF enthaltende Fraktionen im Eluat wurden mit H2O auf eine Leitfahigkeit von 15 mS verdunnt und 
auf eine mit 20 mmol/l Natriumphosphat, 1 mmof/l EDTA, pH 6,0 aquitibrierte S-Sepharose-Saule (Fa. 
Pharmacia) aufgetragen. AnschlieBend wurde mit dem Aquilibrierungspuffer gespult. Die Elution erfolgte mit 
oinom Gradionton bis 1,2 mol/t NaCI in obigom Puffer. /3-NGF cnthaltondo Fraktionen wurden vereinigt und, 
35 sofern fur weitere Analysen erforderlich, durch Dialyse umgepuffert. 

Tabelle 5 



Ausbeuten der Reinigung von rec. £-NGF aus 20 I Renaturierungslosung nach Bestimmung mit ELISA 


Rcinigungsschritt 


;?-NGF (mg) 


Ausbouto {%) 


Renaturierungslosung 


t70 


100 


vor TSK-Butyl 


143 


84 


nach TSK-Butyl 


92 


54 


nach S200 


80 


47 


nach S-Sepharcse 


61 


36 



Boispiel 7 
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USA) gemessen. Die /?-NGF-Konzentrati:>n in der Losung wurde aus der Absorption der Probe bet 280 nm 
berechnet. Hierzu wurde ein thecretischer molarer Extinktionskoeffizient von 21200 i 100 M _1 cm - 1 
verwendet, der sich aus dem Gehalt an bei dieser Wellenlange absorbierenden Aminosauren ergibt 
(Wotlaufor, D.B.. 1962, Adv. in Proroin Chemistry, Vol. 17. 375-383; Gill. S.C. und von Hippel, P H., 1989, 
5 Anal.Biochem. 182, 319-326). Als Molekulargewicht wurden 14000 D verwendet. Die mittels Absorption 
errechneten Werte ergaben eine urn ca. 50 °o niedrigere ^-NGF-Konzentration als mit ELISA bestimmt 
wurde. Ursache konnte die genngere Reinheit des als Referenz verwendeten 2,5 S-NGF (aus Maus) sein, 
weshalb die mit ELISA ermittelten Werte fur rec £-NGF zu hoch sind. 

id b) Reinheitsanalyse und Moiekulargewichtsbestimmung mit SDS-Polyacrylamidgeleiektrophorese: 

Es wurden 17 %ige Gele in einem Midget-System (Fa. Pharmacia. Schweden) verwendet, Die Proben 
enthielten jeweils 10 mmol/l DTE sowie nach Absorption bei 280 nm berechnet 6 ug bzw. 1,5 ug rec. 0- 
NGF sowie 8,4 ug bzw. 2,1 ug 2,5 S-NGF aus Subma<i]laris-Drusen der Maus. rec. £-NGF hat wie erwartet 

is mit ca. 15 kD ein etwas hoheres Molekulargewicht als 2,5 S-NGF mit ca. 12,5 kD. Die Bande im 
Molekulargcwichtsbereich des dimeren rec. £-NGF tritt in Abhangigkoit von der Probenvorbereitung und 
vom Probenalter in unterschiedlicher Intensitat auf und kann auf die Bildung Disulfid-verbruckter Molekule 
hftj r\p*r Pfnh' :i nv'^i'be r ' :i i^ , jng juruckgefuhrt werden. Die densitometrische Vermsssung einer Gclspur 
(Ultroscan XL Laser Densitometer, Fa. Pharmacia. Schweden) mit rec ,8-NGF ergab 93% Monomer und 7 % 

20 Dimer. 

c) Reinheitsanalyse mit RP-C1 8-HPLC: 

20 ug rec. £-NGF wurden auf eine mit 0,1 % TFA aquilibrierte Vydac 300, C18, 5 u, 125 x 4 mm-Saule 
25 aufgetragen und bei einer FluBrate von 1 ml/Minute mit einem gestuften Gradienten von 0 bis 40 % B (B = 
Acetonitril/0,1% TFA) in 20 Minuten und 40 -100 % B von 20 bis 25 Minuten eluiert. Zur Detektion wurde 
die Fluoreszenzemission bei 340 nm nach Anregung bei 280 nm (Merck/Hitachi F-1050 Fluorescence 
Spektrophotometer) benutzt. Die Integration des Elutionsdiagramms ergab eine Reinheit von 92 %. Identi- 
sche Ergebnisse wurden mit UV-Detektion bei 280 nm erhalten. Die Identitat des Elutionspeaks mit £-NGF 
so wurde nach Sammeln und Einengen mittels Speed Vac durch ELISA und N-terminale Sequenzierung 
uberpruft. 

d) Reinheitsanalyse von rec £-NGF mit SEC-HPLC: 

35 30 ul einer gereinigten rec ^-NGF-Ldsung mit erne' Absorption bei 280 nm von 1.3 wurden auf eine 
Superose 6-Saule Typ HR 10/30 (Fa. Pharmacia, Schweden) aufgetragen und mit 0,7 mol/l Arginin, 0,1 mol/l 
Tr is, pH 8,5 bei einem Flufl von 0,5 ml/Minute eluiert. Es wurde die Absorption bei 280 nm detektiert. Abb. 
9 zeigt das Elutionsdiagramm im Vorgleich zu einer Probe des 2,5 S-NGF aus Maus, 

40 e) N-terminale Sequenzanalyse: 

Fur die N-term:na!e Sequenzanalyse wurde das in Beispiel 7c mittels RP-HPLC isclierte und anschlie- 
Rcnd konzontnerto /3-NGF verwendet. Die N-torminalc Souucnz wurde m-t eirem Gasphascn-Protein- 
Scquenzanalysator (Mcdcll 477 A. Fa. Applied Biosystems. USA) durchgefuhrt. Es wurde folgende Sequenz 
-u; mit einer Signalstarke von ca. 400 pmol pro PTH-Aminosaure gofunden- 
H 2 N-Ser-Tyr-Gln-Arg-Thr-His-Arg-Ser (SEQ ID NO 7) 

Die N-terminale Aminosaure Methionm wird in E.coli offenbar bereits abgesoalten. 

f) Biologische Aktivitat des rec. 0-NGF und deren Inhibition durch Anti-NGF-^-Antikcrper: 

Der DRG-Test zur Bestimmung der biclogischen Aktivitat ven d-NGF wurce wie in Beispiel 4 besenrie- 
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Tabelle 6 



Bioiuyische Aktivitat von rec. £-NGF und deren Inhibition durch Anti-NGF-^-Antikorper 


^-NGF-Snpzips 




A n t i k p r n p r ^ nn Yti 1 ^ 


Miolnni^sphp Aktiv/itpit 


rec. jS-NGF 


20.0 


... 


+ + + 




2,0 




+ + + 


rec. ,9-NGF 


0,2 




+ + 


rec. £-NGF 


20.0 


200 




rec. 0-NGF 


2.0 


200 




rec. j9-NGF 


0,2 


200 




2.5 S tf-NGF 


20,0 




+ + + 


2 5 S /3-NGF 


2,0 




+ + 


2,5 S 0-NGF 


0,2 




+ + 


2,5 S /3-NGF 


20,0 


200 


+ 


? 5 S ,6-NGF 


2,n 


200 




2,5 S £-NGF 


0,2 


200 





Beispiel 8: 



Hersteilung und Charakterisierung N-termina! verkurzter rec. /3-NGF-Molekule 

Zur Hersteilung N-terminal verkurzter rec j9-NGF-Mo1ekule wurde eine gereinigte Probe gegen 50 mM 
Tris/HCI, pH 7,7 dialysiert. Die Konzentration wurde mittels der Absorption der Probe bei 280 nrn (siehe 
Beispiel 7a) mit 0,7 mg/ml bestimmt. 

Verkurzte rec. ^-NGF-Molekule wurden durch Verdau mit den Endoprotetnasen Trypsin und Arg C in 
folgonden Verdauansatzen hergestellt. 

a) rec. NGF + Trypsin; 22 • C 
200 ul rec. ^-NGpDiaTysat 

+ 60 at Trypsin sequence grade-Losung 
(100 ug/200 Ul 0,1 mol/l Tris, pH 8,0) 

b) rec. NGF + Endoproteinase Arg C: 37 0 C 
200 ul rec. £-NGF-Dia!ysat 

+ 20 a! 50 mmol/l CaCI 2) 50 mmol/l DTE 

100 mmol/l Tris/HC!, pH 7,6 

+ 40 ul Endoproteinase Arg C-Losung 

(20 ug in 40 Ul 250 mmoM Tris'HCI, 25 mmol/l DTE. 2.5 mmol/l EDTA, 5 mmoll CaCl, pH 7,8) 

c) rec. NGF ohne Protease: 22 • C 
20lTu77ec" ji - N G F^ Dia I y sat 

+ 60 ul 50 mmol'l Tris HCI pH 7,7 
Weiterhin wurden analoge Kontrolt-Lbsungen mit den Proteasen angesetzt. die anstelle von rec. /^-NGF den 
Dialysepuffer enthielten. Die Ansatze wurden 5 Stunden bei den entsprechenden Temperaturnn inkubiert. 
AnsehlieGend wurden je 200 ul der Ansatze auf eine mit 20 mmol/l Natriumphosphat pH 6,0 aquilibrierte 
Mono S-Saule Typ HR 5 5 {Fa. Pharmacia) mit einer FluBrate von 1 ml/Minute aufgetragen und mit einem 
lincarcn Gradicntcn von 0-1,2 mol/l NaCl cluiort. Es wurdo die Absorption bei 280 nm dctcktiort. Dio 
Kontrollansatze nur mit Proteasen ergaben, daB diese innerhalb der ersten 10 Minuten der Chromatographie 
nluieren ^-NGF-ontha : tondo Fraktionon cluieren jn nach Verki>zung o^st nrt O'nnr Rotentionszeit von 
mindostens 10 Minuten. Die Eiutionsd'agrammo der Chrcmatographion von rec. ri-NGF-nr .•h ( - j ltenden 



I ' : ■■ ]■ • t ir:ifTi.-.-if ( I r .:kti-!V. .■■ : d'.if . -N' if .■ .xnti ati< -r,-r) von 20 1 1 '■. -i 1 '»■■■; n- ■ < • I "V ' • < 
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biologischen Aktivitat mit emem anti-^-NGF-Antikorper er^o'gte wie in Beispiel 7f beschrieben. 

Die Ergebnisse der Sequenzanatyse und des Zelitusts sind in Tabellen 7 und 8 zusammengefaflt. 

Tabcllc 7 



N-terminale Sequenzen der proteolytisch verkurzten £-NGF-Moleku!e 


verwendete 
Protease 


Retent.zeit £-NGF 
auf MonoS 


N-terminale Sequenz 


Position " 1. A S. 


Trypsin 
Trypsin 
Arg C 


18.5 Mmuten 
13,4 Minuten 
14,2 Minuten 

14.6 Minuten 


Scr Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser (SEQ ID NO 7) 
Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser (SEQ ID NO 8) 
Ser Ser Ser His Pro lie Phe His (SEQ ID NO 9) 
Ser Ser Ser His Pro He Phe His (SEQ ID NO 10) 


- 9 
+ 10 
+ 1 
+ 1 



'Die angegebenen Positionen der jeweils ersten identifizierten Aminosaure (= A.S.) beziehen sich 
auf die Nummenerung der Aminosauren in Abb. 2. 



Tabeile 8 



Bioiogischo Aktivitat von N-tormina! verkurzten £-NGF im DRG-Test 


,6-NGF-spezies 


jS-NGF-Konz 


Antikdrper (ng/ml) 


biologische Aktivitat 




(ng/ml) 






rec £-NGF (unverdaut) 


20 




+ + + 




10 




+ + + 




20 


200 




Trypsinverdau peak 13,4 Minuten 


20 




+ + + 




10 




+ + + 




20 


200 




Trypsinverdau peak 14,2 Minuten 


20 




+ + 4 




10 




+ + 4 




20 


200 




Arg C-Verdau 


20 




+ + 4 




10 




+ + 4 




20 


200 





EP 0 544 293 A2 



SEQUENCE LISTING 



75 



25 



(1) GENERAL INFORMATION: 



(i) APPLICANT: 
(ii) TITLE OF INVENTION: 
(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 10 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 
Not Applicable 

(v) CURRENT APPLICATION DATA: 
APPLICATION NUMBER: 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO : 1 : 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 129 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(<~) STRANDEDNESS : single 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: protein 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION : SEQ ID NO : 1 : 

Met Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser Lys Arg Ser Ser Ser His Pro 
1 5 io 15 

He Phe His Arg Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser Val Ser Val Trt> 
20 25 30 

Val Gly Asp Lys Thr Thr Ala Thr Asp He Lys Gly Lys Glu Val Met 
35 40 45 

Val Leu Gly Glu Val Asn He Asn Asn Ser Val Phe Lys Gin Tyr Phe 
50 55 60 

Phe Glu Thr Lys Cys Arg Asp Pro Asn Pro Val Asp Ser Gly Cys Arq 
65 70 75 80 

Gly He Asp Ser Lys His Trp Asn Ser Tyr Cys Thr Thr Thr His Thr 

85 90 95 

Phe Val Lys Ala Leu Thr Met Asp Gly Lys Gin Ala Ala Trp Arq Phe 
100 105 HO 

He Arg lie Asp Thr Ala Cys Val Cys Val Leu Ser Arg Lys Ala Va 1 
115 120 125 

Arg 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS : 

(A) LENGTH: 7 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO : 2 : 

75 

Arg Thr His Arg Ser Lys Arg 

1 5 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO : 3 : 

20 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 3 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 
25 (D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



30 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO : 3 : 

Ser Tyr Gin 
1 

35 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO : 4 : 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
(A) LENGTH: 5 amino acids 
40 (B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

</5 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO : 4 : 

Ser Tyr Gin Val lie 
1 5 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 4 0 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO : 5 : 
AATTCTTATG TCTTAC CAAA GAACTCACCG TAGCAAGCGC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 40 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 6: 
ATGAGCGCTT GCTACGGTGA GTTCTTTGGT AAGACATAAG 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO : 7 : 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 8 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO : 7 : 

Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser 
1 5 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 8 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8: 

Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser 
1 5 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 8 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO : 9 : 

Ser Ser Ser His Pro lie Phe His 
1 5 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 8 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 10 

Ser Ser Ser His Pro lie Phe His 

I 5 
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dadurch gekennzeichnet, 

da8 man eine DNA-Sequenz verwendet, welche in 5'-3'-Richtung zusammengesetzt ist aus Sequenzen. 
die fur 

(a) Methionin als Startaminosaure, 
5 (b) 3 bis 5 Aminosauren einer N-terminalen Sequenz eines Proteins, welches in den verwendeten 

Wirtszellen mit einer hohen Expressionsrate exprimierbar ist. 

(c) 4 bis 10 Aminosauren aus der Pro-Sequenz des /3-NGF-Precurscrs und 

(d) die 118 Aminosauren des reifen /i-NGF 

codieren. die nach Expression erhaltenen unlbslichen Aggregate von inaktivem $-NGF durch 
w (1) Solubilisierung, 

(2) gogobonenfalls Dialyse oder/und Derivatisicrung des erhaltenen £-NGF mit der oxidierten Form 
einer Verbindung, deren reduzierte Form Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte Form ein 
uber eine Disulfidbrucke verbundenes Dimer der Verbindung ist, zum gemischten Disulfid, und 

(3) Naturierung mit Hilfe eines Redoxsystems, bestehend aus einer Verbindung in oxidierter 
75 oder/und reduzierter Form, deren reduzierte Form Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte 

Form ein uber etne Disulfidbrucke verbundenes Dimer ist, in eine losliche aktive Form uberfuhrt und 
gegebenenfalls anschliefiend mit Hilfe einer Protease die Aminosauren der Sequenzen (a) und/'odcr 
(h) nnnVcder (c) ?bsp?.!tet. 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zusatzlich zu den Sequenzen (b) und (c) noch bis zu 9 Aminosauren von der N-terminalen Seite 
der Sequenz (d) abgespalten werden. 

:>s 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine DNA-Sequenz verwendet, welche als Aminosauren (b) fur 3-5 Aminosauren der N- 
terminalen Sequenz von tPA codiert. 

30 4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die DNA-Sequenz fur die Aminosauresequenz (b) Ser-Tyr-GIn codiert. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

daB die (c) entsprechende DNA-Sequenz fur solche Aminosauren der Pro-Sequenz von £-NGF codiert. 
welche sich im £-NGF-Precursor direkt vor der Position + 1 des reifen Proteins befinden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. 
40 dadurch gekennzeichnet, 

daB die (c) entsprechende DNA-Sequenz fur die Aminosauresequenz Arg- Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg 
(SEQ ID NO 2) codiert. 

7. Verfahren nach einem der vcrr.ergeher.den Ansoruche, 
4^ dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Solubilisierung mit Hilfe eines Denaturierungsmittels, insbesondere Guanidintumhydrochlo- 
nd oder Harnstoff durchfuhrt. 



8. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

JaB mart fur die Derivatisicrung cxidiortos Glutathion (GSSGh Cyst ; n Ddo r Cystumin vcrwonJo 1 
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10. Verfahren nach Anspruch 8. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man ohno vorhergohende Dcrivatisierung die Naturiorung mit Cystamm. GSSG odor Cystin bzw. 
den Redoxsystemen Cystarnin/Cysteamin, GSH/GSSG oder Cystin'Cystein durchfuhrt. 

5 

11. Verfahren nach oinem dor vorhergehcnden Ansprucho, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Solubilisierung, Dialyse, Derivatisierung und Naturierung bei einer Temperatur zwtschen 0 
und 30 °C durchfuhrt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Naturierung bei 2 bis 10 e C und uber einen Zeitraum von 2 bis 60 Stunden durchfuhrt. 

75 13. Verfahren nach einem der vorhergchenden Ansprucho, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Abspaltung der Sequenzen (a), (b) und (c), sowie bis zu 9 Aminosauren der Sequenz (d) 
mit Trypsin Fndnprntoina$o Arg C odor clno r Protease homolcger S poz'fit3t durchfUhrt. 

20 14. Rekombinant hergestellter £-NGF, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er weniger als 5% £-NGF-Abbauprodukte oder durch einen Met-Rest am N-Terminus modifizierten 
£-NGF aufweist und vorzugsweise frei ist von anderen Saugerzellproteinen. 

25 15. Rekombinanter N-terminai verlangerter £-NGF, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er gegenuber reifem humanem #-NGF aminoterminal zusatzlich etne 3 bis 5 Aminosauren lange 
N-terminale Sequenz eines Proteins, welches in Prokaryonten als Wirtszellen mit hoher Expressionsrate 
exprimierbar ist, sowie 4 bis 10 Aminosauren der Pro-Sequenz des Precursors von humanem £-NGF 
30 aufweist. 

16. Rekombinanter N-terminal verlangerter £-NGF nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er ais N-terminale Sequenz die N-terminaie Aminosauresequenz Ser-Tyr-GIn (SEQ ID NO 3) von 
35 tPA aufweist. 

17. Rekombinanter N-terminal verlangerter £-NGF nach Anspruch 15 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er als Pro-Sequenz (c) Aminosauren aufweist, die im £-NGF-Precursor direkt vor der Anfangsami- 
40 nosaure + 1 ces reifen naturichen humanen /3-NGF liegen, insbesondere die letzten 7 Aminosauren. 

18. Rekombinanter N-terminal vtrkurzter ^-NGF. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er a n d^ r N-te^minrren Se'to dor no^malorwcisn 118 Aminosriimn urn bis zu 0 Am'posauren 
4b verkurzt ist. 

19. DNA-Sequenz, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie fur einen rekombinanten N-terminal verlangerten /9-NGF nach einem der Ansprijche 10 bis 17 

fin ondicrt 

20. Pla-- - N( il 1 
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bis 18 in Kombination rnit ublichen Trager- und HHfsstoffen. 
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Abb.1 
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Abb. 3 
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Abb. 4 
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Abb. 6 
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Abb. 7 
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Abb. 8 
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Abb. 10c 
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<y Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von biologisch aktivem beta-NGF. 

(1) Solubilisieruny, 

(?) gegebenonfalls Dia'yse oder'nnd Derivatisio- 
rung des erhaltenen d-NGF mit dei oxidierten 
Form einer Verbindung, deren reduzierte Form 
Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte 
Form ein uher eine Disulfidbrucke verbundenes 
Dimer der Verbindung ist, zum gemischten Disul- 
fid, und 

(3) Natunofj^q mit H^lfe oines Redcxsystems. 
hos*rhend nr on*' V~"b ^C' . not in nvioji ■" " t0r 




Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
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Zur gentechnologischen Herstellung von biolo- 
gisch aktivem /S-NGF (Nerve Growth Factor) durch 
E>pression euier entsprechenden DNA-Sequenz in 
Prokarycnten als Wirtszellen, verwendet man eine 

CO DNA-Sequenz, welche in 5'-3'-Richtung zusammen- 

^ gesetzt ist aus Sequenzen, die fur 

(V) (a) Methionin als Startaminosaure, 

0> (b) 3 bis S Arninosaurcn oinor N-terminalon Sc- 

^ quenz eines Proteins, welches in den verwende- 
ton Wirts^oMon m* oinor hihor F *r rr or. or srato 
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und oder (c) und/oder bis zu 9 N-terminal© Amino- zierten £-NGF aufweist und vorzugsweise frei ist von 

sauren der Sequenz (d) ab. Man erhalt einen aktiven anderen Saugerzeliprotetnen und N-terminal verkurzt 

;3-NGR, der weniger als 5 % £-NGF-Abbauprodukte oder verlangert sein kann. 
cder durch emen Met-Rest am N-Termtnus modifi- 

NGF autweist und vorzugsweise frei isl von andere 

t sem kann. 
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